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(5^ UTILISATION D'UN COMPOSE DE TYPE RETINOIDE, NOTAMMENT LACIDE RETINOIQUE POUR LA 
PREPARATION D' UN MEDICAMENT DESTINE AU TRAITEMENT DE LOBESITE. 




, , La presente invention concerne Tutilisation d'un com- 
pose de type retinoTde, notamment Tacide retinoique pour la 
preparation d'un medicament capable de moduler in vivo 
ractivite decouplante de proteines de decouplage. Ces 
composes peuvent etre avantageusement utilises pour le 
traitement de maladies associees a une augmentation ou 
une diminution de ractivite de proteines de decouplage. Se- 
lon un mode de realisation prefere, on utilisera I'acide reti- 
noique pour traiter des maladies associees a une diminution 
de ractivite decouplante de la proteine UCP2, telle que par 
exemple I'obesite. 
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UTILISATION D'UN COMPOSE DE TYPE RETINOIDE. NOTAMMENT L'ACIDE 
: RETINOIQUE POUR LA PREPARATION D'UN MEDICAMENT DESTINE All 

TRAliEMENT DE L'OBESITE 

. . . . La presentLe V invention eohcerne de nouvelies applications 
therapeutiques de composes de type retinoide, notamment de 
•1 ' acide ret inolque . • • 

Les retinoldes, et en particulier I'acide retinoique, sont 
,cpnnus , comme ,des' molecules naturelles ayant des effets 
impprtants ; sur la differenciation ' des cellules. L' acide 
retdnoique > (vitamine A acide) ■ a notamment deja trouve une 

applicatioHv tres efficade dan^ le traitement des formes d'acne 
seveires . 

Les nouvelies applications therapeutiques envisagees pour 
1' acide xetinoique relevant d' un tbut autre domaine ' celui des 
desordres et maladies associes a 1 ' augmentation ou a la 
diminution de 1' expression ' 6u 'de I' activite de proteines de 
decouplagev ' . . . . 

/ La ^^respiration cellulaire est un mecanisme d'oxydation des 
composes caorbones qui libere de 1' energies Elle se produit dans 
les. mitochondries, organites responsables de la respiration 
cellulaire. L' energie ainsi libelee est captee par I'organisme 
sous diverses formes dont notamment la ' synthese de la matiere 
vivante, I'entretien des cellules etc... Si la recuperation 
d^energie est ' defectueuse, 1 ''oxydat ion se poursuitV mais une 
plus grande proportion 'de' cette ^ energie est immediatement 
dissipee en -chaleur La rupture du lien entre respiration et 
recuperation d' energie au* niveau ' des mitochondries, porte le 
ncm de decouplage . La qualite du couplaqe des mitochondries 
peut etre • mesuree directemerit et on observe dans de nombreux 
das, un defaut dans ce cbuplage chfez de nombreux organismes, y 
•compris les vegetaux et les organismes unicellulaires, 
notamment les levures. II en resulte une production 
excedentaire de chaleur qui est regulee par deux types de 
mecanismes : 
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sQi.t une regulntiion . de ; 1 ' expressdon • .des- genes codant pour 
:?:ertaines, pxoteines, \ appelees/: proteihes de decouplage ou 
proteines UCP. ; ^ ' = . x 
. soit une activation directe de ces memes proteines. 
Plusieurs proteines UCP ont de j a ;ete identifiees comme etant 
responsable,s d'.un decouplag,e de . la respiration et done de la 
dissipation d' une partie de I'.energie. eri chaleur chez les 
mammif eres - . . - 

Une - premiere proteiney . . UCHl, a ete --identif iee comme 
responsabLe de ce mecanrsme -dans uHiOrgane particulier, le tissu 
adipeux brun specialise pour . La ' thermogene^se - et actif chez 
cerjiains animaux et lej-bebe .humain .. OHimms-Hagen" J. (1990), Brown 
adipose tissue thermogenesis : interdisciplinary studies, 
FASEB J., 4 2890-289.8). * . ■ . 

.Plus recemment, d'autres. proteines UCP. ont et^ mises en 
evidence et. notamment des genes , codant pour ces'- proteines ont 
ete identifies. Ces proteines ont . ete respectivement designees 
UCP2, proteine exprimee dans presque tous les tissus (C- Fleury, 
et al. (1937) .Uncoupling protein-2 ;.;a --novel gene linked to 
obesity and hyperinsulinemia . Na ture - genetics; /' IS , 2'69-272) et 
UCP3 exprimee. . presque ,.exclusivement dans le muscle (O. Boss et 
al. (1997) Uncoupling . . protein- J a new member of the 
mitocl:;ioi;idrial carrier family with tissue-specific expression. 
FEBS Lett. 408, 39-42). 

L' activite de ces, proteines UCP,. a savoir - leur ' aptitude a 
dissiper de^ l/energie s.o.us forme ,,de chaleur, en fait des cibles 
therapeutiques .majeures, pour le J:raitement des pathologies, 
desordres ou maladies .agspcie^ _a la regulation de la depense 
energetique- . . .. . 

Plus "particulierement les .applications les plus 
interessantes, sont le t^aitement de 1/obesite qui constitue un 
probleme majeur dans la plupart des pays, industrialises, 
d'autant que, a I'obesite spnt, souvent associees des pathologies 
graves telles que certaines .formes de diabete ou encore 
1' hypertension. 
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, . . Ep ef fet,. . des , travaux recents' 'semblent indiquer que 
I'obesite.; est, assoeiee a - un desequilibre energetique. En 
particulier, les modeles aenetiques de I'obesi.r.e r.hP-y 1a rnnoonr 
.dempntrent , . que . .qelle-ci .s'accompagne d' une • reduction de 
,1'acti.vite thermogenique; . Des travaux calorimetriques chez 
,1' hornme ont . aussi demontre un defaut- de thermogen^se lie a 
1' alimentation. Chez des. obeses . 

. C'est,. pourquoi, on, envisage depuis de nombreuses annees, 
pour le traiteiuent de I'obesite, de mobiliser les mecanismes 
thermogeniqiies pour .lutter contre 1' accumulation des graisses. 

...Les^ . inventeurs . ont maintenant decouvert qu'il etait 
possible, pajp i; utilisation .. d'.un compose de type retinoide, 
d'agir; sur ,1'^ctivite des proteines de decouplage.' 

. C'est pourquoi .la -presente invention a pour objet 
utilisation d'un. compose de:;type retinoide, notamment d'acide 
retiriplque, -pour la . . preparation ..-d' un^' medicament capable de 
.."^.9<?¥i.e,r ,: i^ . vivo I'activite decouplante de proteines de 
decouplage.. . . 

Pa ,niodu.la^t.ion, on. e.ntend .^ussi bien 1' augmentation que la 
diminution de 1,'acti.vite en.: question.^ 

... ■ i.® , 9adre.. de 1^ presente invention, on entend par 

« composes. de. type: retinoide », des composes ayant une 
activitp simila.ire.a celle presentee par I'acide retinoique sur 
I'activite de la proteine. UG-P2 telle , que definie sur le modele 
levure dans , la. presente invention et. une structure s'imilaire a 
celle de I'acide retinoique, en. tenant compte • notamment des 
essais. .negatifs ,decrits: ^ci^apres qui semblent indiquer 
1' importance, dans la structure du compose, d' une fonction acide 
et d'un cycle, de^ preference non aromatique. Ces composes de 
type retinoide compreiiant notamment des : composes obtenus a 
partir de . I ' acide retinoique . par -deletidon ou substitution de 
certains des elements de cet acide .. L' expression « composes de 
type retinoide » couvre egalement tous les stereoisomeres des 
composes repondant a la definition donnee . Cette expression 
couvre egalement les metabolites des composes en question, et 
leurs precurseurs susceptibles de se transformer en composes de 
type retinoide au niveau cellulaire. 
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, , L.'^ffet de ce type de. composes 'sur " 1 ' a'ct i vi te notamment de 
l.a protein^ UCP2, a, ete demontre sur un modele levure . L'essai a 
consiste a- constxuire . des souches de ' 'levure ' Saccharoii^ybes 
Cerevisiae.^recombinantes capables d^' exprimer ' la "proteine UCP2, a 

. en extrai^e des mitochondries et ' a" mes'urer I'activite de la 
proteine UCP2 en presence ou en absence acide' r^tinoique . Dans 
le modele retenu, 1 ' aetivite decouplante de ' la proteine UCP2 est 
mesuree , quantitativemenf par le - facteur de " stimulation de la 

.respiration , M ■ ■ ■ ■■ 

Ce facteur correspond au rapport entre la respiration et la 
respiration basale, ' mesure^- soit "eri absence ' d' acide retinoique 
.(lorsque les mesures :sont" ef f ectuees " a pH constant, mais en 
fai.^ant varier la concentration en acide retinoique) soit a pH 
6.8 (lorsque les . m:esures ' sont e^ffettuees a une concentration 
donnee d'acide retinoique/ .mais en faisant varier le pA) , 

La respiration est- elle-meme deterraih'ee par la mesure de la 
quantite d' oxygene consommee. exprimee en naAoifioles^' d'oxygene 
par minute et par milligramme de proteihes' ruitbchondriales , la 
consommation, d'oxygene ■ etant directemeiit lie'e " a la quantite de 
substrat consommee paroles mi tbchohdries (en calories)!' 

II existe egaaement line method'e qualitative de determination 
de 1' aetivite de decoupXage d' Uiie proteine UCP. 11 s'agit de la 
raesure du . potentiel membranaire mitochondrial, dont la 
diminution met en evidence la reduction de la qualite de 
recuperation de I'energie chimique au niveau des"^ mi tochondries . 
L' act i vat ion,.. df une -proteine -de decouplage est re fie tee par une 
diminution du potentiel membranaire suivie d' une acceleration de 
l,a respiration-, v - - . 

Les ess.ais . ont ete men^s en pairticulier sur'* la proteine UCP2 
et de fagon surprenante on a observr Vue 1 ' acide ' retinoi 
active la dissipation d'energie par UCP'2 en agissant directement 
sur.cette proteine. . ■ ^" 
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^C'esf 'pourquoi, selon un 'mode de realisation avantageux, 
■ 1' invention ' c'oncerne ; 1 ' utilisation' d' un compose de type 
- retinoide, notamment I'acide retinoique, pour la preparation 
d'un medibament capable d'augraenter I'activite decouplante de la 
5 proteine UCP2 . ■ 

Pacini, les composes de type retinoide envisageables selon 
IMnventi'onV on critera de preference les acides retinoiques et 
-leurs derives, et de fagbn encore plus preferee, les acides 
• retinoiques 9-Cis et tout trans!' 
1.0.. L^lnvention a ' plus particulierement pour objet, 

' 1' utilisation de l^acide retinoique pour la preparation d'un 
medrcamertt ■ capable d'augmehter I'activite decouplante de la 
proteine"' UCP2 .■ 

Ona' egalement constate que I'acide retinoique etait capable 
•d'augmenter I'activite decouplante de la proteine UCPl. 

Bien-que- ce resultat; soit a priori moins interessant que 
-celui ^observe ' aVec la proteine UCP2, en termes d' applications 
t.herapeutiques potentielles , puisque la' proteine UCPl est tres 
peu . exprimee chez I'homme; il permef ' neanmoins d'envisager la 
conception d' activateurs , soit communs a plusieurs proteines 
-■UCP, - soit s^J^cifiqties de I'une d'entre ' elles seulement. En 
effet; les resultats ' negatifs rapportes ' dans les exemples qui 
. solvent; demohtrent que les' acides gras, notamment I'acide 
palmitique, n'W pas- d' effet sur 1' activation de la. proteine 
25 ' UCP2, mais en -orit ' un sur 1' activation de la proteine' UCPl . Par 
■centre, a'acide retinoique agit a la fois sur UCPl et UCP2 . 

■ Cette; riouvelle activite des composes de type retinoide et 
notamment de I'-^cide' retinoique,' permet d'envisager, et cela 
constitue 1' un'' des • objets de 1' invention, une application 
therapeutiqufe pour -des pathologies associees a une augmentation 
ou. une- diminution' de i'activite de proteines de decouplage. 
D'une maniere generale, on utilisera le ' terme « pathologies » 
: . pour designer a la fois les ' desordres physiologiques et les 
maladies lies a une perturbation de I'activite decouplante de 
35 proteines de decouplage. 
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Plus particuli^rement, les ^ compose.s de type retinoide, 
notamment I'acide retinoique,, peijvent, etre utilises pour le 
traitement de pathologies associees .a..^,une diminution de 
I'activite decouplante de la .proteine. .UCP2 . 

Comme indique precedemmen t , I'obe^i^te p.eut -etre' associee a 
un desiquilibre energetique, .. c' est . pourquoi 1' invention est 
directement applicable au tr.a.i tement de i'obesite, ainsi que de 
fagon avantageuse egalement au . traitement^ ^ de desordres 
physioiogiques ou maladies lies , a 1 ' obesi te . : .On peut envisager 
notanunent le traitement de . maladies af f ectant 1' etat -metabolique 
general. On peut citer ainsi de. fa9on ; non limitative les 
differentes formes de diabete, 1/ hyper ins;ulinemie, 1' intolerance 
au glucose, le syndrome X ou les maladies cardiovasculaires . 
Enfin, on peut envisager,, d'utilis.er deS; .composes de type 
retinoide egalement pour .le traitement de; pathologies" affectant 
le metabolisme de 1' oxygene ou de maladies , du iSysteme de defense 
immunitaire. Enfin, d'une maniere . generale.i^.on speut utiliser les 
composes de type retinoide def.inis selon, 1 ^.in vein t ion, pour le 
traitement de toutes les path)ologi^s associees :=a .. la regulation 
de la depense energetique. . .. ■ - , ■ . 

Selon un autre mode de realisation, on peut- envisager a des 
fins esthetiques pour I'homme ou. afin de mod.uler, le rendement 
energetique et la composition corporelle d'organismes d' interet 
agronomique, animal ou vegetal, d' utiliser un compose de type 
retinoide, notamment l'aci<^e retinoique L' invention a done 
egalement pour ^objet„ I'vitil^isation ;d'un compose de type 
retinoide, notamment I'acide retinoique pour controler 
I'equilibre energetique chez I'homme,; IVanimal: ou ■ le vegetal, 

Dans les applications qui . ont -ete citees, qui visent 
notamment ie traitement de. pathologies diverses/ les* composes 
preferes sont les memes. que. ceux :qui,; ont ete ^ cites comme 
particulierement avaniiageux ppur moduler .I'activite decouplante 
des proteines de d^couplage . II . s' agit done- en. particulier des 
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acides ' retinoiques ef de leurs derives,' notamment: des acides 
retiiioiques 9-cis et tout trans. 

Enfin, I'invention • concerne plus particulierement 
I'utiiisation de T'acide;. retinoique pour la preparation d'un 
medicament destine au traitement de I'obesite. 

"Les composes de type retinoide dans les applications 
' -envisAgees, '-peuvenf etre doses et formules sous les formes 
habituelles " convenanti pour tous les modes d' administration 
courainitieht envisageables. 

L'invehtlon sera illustree par les exemples suivants, qui 
• mettent =4n evidence i'effefdel'acide retinoique tout trans sur 
1' augment at io'ri ^e I'activite des proteines UCPl et UCP2 dans les 
mitochondrles ' de levure. ' 

■Les figures 1^6' completent 1' illustration ' de I'invention. 
La Figure 1 represente la structure de I'acide retinoique 
tout -trans-etde 'I'acide -retinoique 9-cis qui constituent des 
exemples de cdmposes de type retinoide selon I'invention. 

■ La Figure' 2 represente une courbe de reponse des 
mitochondrles de levure a I'acide retinoique. En abscisse figure 
le rapport molaife acide r'etinoique / albutnine (concentration en 
alburhine V 1 . 6 micromolaire dans le milieu) ; en ordonnee figure 
le facteur de stimulation de la respiration basale. La Figure 2a 
a ete obtfenue a pH' : 6.8 et la Figure 2b a pH : 7.3. 
• . La Figure^ 3' est analogue a la Figure 2 mais avec I'acide 
palmitique qui^ constitue ' un exemple comparatif negatif . puisqu' il 
apparait que UCE'2 ne repond pas a I'acide palmitique. Sur ces 
courbes : ' 

'•■ represents- la reponse en absence de proteine UCP 
(contrdle) • ; ' - 



represente la reppns.e en presence, de proteine UCPl ; 
represente la reponse en presence de proteine UCP2 . 
La Figure 4 represente le meme type, de courbes mais en 
reponse a differents pH, .soit avec un . rapport molaire acide 
retinoique : albumine de 3 : 1 (Fig 4a) soit avec un rapport 
molaire acide retinoique : albumine de 4 : l (Fig 4b), en 
absence (.) ou en presence de la proteine UCP2 ■!. 
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La Figure 5 est analogue a la Figure,..4 mais rCorrespond a un 
exempie comparatif avec I'acide pa4mitiquew( Figure 4a : rapport 
molaire acide palmitique : aibumine de, Br^: l ; Figure 4b : 
rapport molaire acide palmit.ique : , aibumine de . 4 : 1). 

La Figure 6 met en ^ ..evidence ,lja ; vafia,tion du potential 
membranaire et de la respiration , de. mitbchpndries de levures 
(reflets de I'activite d^.couplant^. de . la proteine UCPl) sous 
I'effet de I'acide retinoique . . La. . courk?e . du: :haut traduit la 
consommation d'oxygene (exprimee ,€.n . nanoinoies- d' oxygene par 
minute et par miiligrarnme. de^prpteines. mitochondriiSles) et la 
courbe du bas, le potent iel membranaire . La Figure; 6a correspond 
a des mesures ef fectuees .chez , des mitpcMpndries de levure 
depourvues de proteines UCP , et la . Figure.:- 6b ... correspond a des 
mesures effectuees chez des mitocfiondries de levure ou la 
proteine UCPl est exprimee. . 

N : designs 1^ addition de NADH; (substrat .^respiratoire) ; 
R : designe I'addition . d'.acide ; retinoique (avec 
respectivement un rapport. molaire acide retinoique : 
aibumine de 2 : 1 et 4 : 1) ; . , • 

■ • , . ) 

G : designe I'additipn . de guanosine diphosphate 1 

/ .■ - - 

millimolaire (inhibiteur de la proteine UCPl) 

L'echelle de temps est de .,4 minutes et la base de 
consommation d'oxygene est 100 nmole d',oxygene. 

Les exemples qui su.ivent me.ttent en- evidence d' une part, 
1' augmentation de I'activite decouplante de la proteine UCP2, en 
presence d' acide retinoique tout tran)S, et I'abseince d'une telle 
augmentation en presence d' acide palmitique chez 
des mitochondries de Saccharomyces. Cerevisiae D' autre part, ils 
mettent en evidence 1 ' augmentation de l/activite decouplante de 
la proteine UCPl en presence d' acide retinoiqaae et en presence 
d'acide palmitique' chez ' des mitochondries de Saccharomyces 
Cerevisiae • 

Exempie 1 : Construction d' un mode'le pour la determination 
de I'activite de la proteine UCP2' dans les levures. 
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1, Materiels et rnethodes 

D'.une -manielre generale> les enzyhies de restriction et de 
modiification-.': sont ■ ^celies ' commercial i sees par Appligene ou 
Biplabs..: La Taq polymerase pour ies red^lxons ' cl' amplification 
Ra.r, .reaction en chaine est obtenue de la societe Per kin-Elmer ■ 
On. peut ' aussi utiliser les polymerases Vent ADN commercialisees 
par Biolabsi, Les. . composants de base des' milieux de culture 
proviennent des Laboratoires Difco, la Cytohelica^se provient de 
la societe IBF - B^iotechnics . ' Tous les autres reactifs utilises 
. sqnt de la P'lus grande . purete disponibie. 

r- . .2 . Const-Auction de. touches Saccharomyces Cerevisiae 
rgcombinantes,: eapables d'exprimer la proteine UCP2, 

Les -.details des ■■ materiels ^ et methodes employes pour 
construire i lesv souches et selectionner les*' recombinants 
exprimant la proteine UCP2 'sont par • analogie ceux decrits dans 
.la publication Arechaga et al.(Biochem, J. (1993) 296, 693-700) 
qui decrit : a' expression de la proteine UCPl dans Saccharomyces 
CereviS;iae et dont ..le ^contenu est ici incorpdre par reference. 
L'obtention du, ,plasmide controle ne produisant aucune proteine 
UCP2 est egalement decrite dans cette publication. 

Le cDNA de la , proteine UCP2 de souris (C. Fleury et al. 
(1997) Uncoupling protein-2 : -a novel gene linked to obesity and 
hyperinsul.inemia.. Nature genetics, 15, 269-272), depourvu de 
regions non traduites 5' et- - 3-' est obtenu par amplification 
enzymatique avec les oligonucleotides suivants : 

. amorce 5' : 0L2 66 ^ ^a'atcGAATTC a tg 'gtt ggt ttc aag gcc) 
. amorce 3' : OL267 (ggagGAGC TCa gaa agg tgc etc ccg a) 
Les sites de restrictions EcoRI et Sad sont indiques en, 
capitales, le cadre de lecture etant signale- par les espaces. 

Le produit d' ampli f icatioh est alors introdui't dans le 
vecueur pYeDP 1/8-10 (CullinC, et- Pompon D. , (1988) Gene 65, 
203-217) ^ _ . : . 

Le ,pr;qduit d'ADN -resultant est repare avec un enzyme de 
Kienow puis coup§ avec- EcoRI et Sad, Ceci • force au clonage dans 
le vecteur pYeDP-1/8-10 . Dans chaque cas I'insert d'ADNc codant 
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pour la proteine UCP2 dans le vecteur pYe'DP- a ere sequence pour 
verifier que la sequence , cpdante . avait - bien les proprietes 
attendues . Le vecteur pYeDP-UCP d/ expression^ de La proteine UCP2 
est introduit dans une , souche de levure dipioide W303 de 
Saccharomyces, Cerevisiae , (a/a;: ade2-10 ; ■ hi fe3-llv 15 ; leu2- 
3,112 .; ura3-l ; canl-100 ;. ^trp-:). par . eledtiroporation et les 
trans formants sont selectionnes poiir ' le^ur autotrophie a 
I'.uracile. • .-. • \ . 

3. -, Preparation des. nvitochondries-, 

On utilise une procedure' derivee de celle decrite par Guerin 
et al. (Guerin .3. Labbe P. et Somlo, M. (1979) Methods 
Enzymol ; -55, 149-159). 36 heures ' avaht^ 1'- extraction des 
mi tpchondries / on, realise une pre*-culture eh milieu SP (0.67 % 
de base azptee de levure ; 1 % KH2P04, 0,12 %- (NH4)2S04, 0.1 % 
de gLucose,. 2% d' acide lactique, 0.1 % de ' c^saminoacides , 20 
mg/1 de tryptophane,. 40 mg/1 d' adenine pH 4 . S) , 10 ou 12 heures 
avant la recolte, on effectue une . dilution 'eh milieu SG (2% de 
galactose, 0.67 % de vbase azotee ^-de — levure, 0.1 de 
casaminoacides, 20. mg/1 de tryptophane - et '40 -mg/*l d' adenine, a 
une densite optique de 0.35. a 0.4) . 

On prepare des; prot-oplastes par digestion enzymatique avec 
la cytohelicase et on isole des mi tochondries par centrif ugation 
dif f erentielle apres homogeneisat ion des' prbtoplastes obtenus 
par digestion .enzymatique de la parol cellulaire, 

4. Mesure de I'activite de la proteine UCP2 ' ■ 

Cette activate peut .etre. rtiesuree de' fa<;on qualitative ou 
quantitative, a I'aide. de deux parametres' :' 

- quali tat ivement ; ^. . . t - * 

.Le potentiel ' membranaire • mi tochondriale ; 

1' augmentation - de I'activite d'une proteine ' de 
decouplage, est refletee par . una ' diminution du potentiel 
membranaire et une augmentation- resultante de la 
consommation d'.pxygene, ' Cette augmentation correspond a 
son tour .a une. augmentation, de la dissipation de 
. I'energie,- ' : \ ^ 
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.quantitativement :• . ■ ' 

-■. la- respdracioH' mitochohdriale (cdnsommation d'oxygene) 

a xa HuciiiLice ae substrat 

■ . consomme e. par les mitochondries . 

Seule, ,1a. m^sure quantitative de la respiration mitochondriale a 
ete, effectuee pour UCPZ. Cette mesure est effectuee a 20-0 dans 
une .chambre. a electrode a oxygene (electrode de Clark) 
coiranercialisee par la ■ societe HANSATECHv Le milieu d' incubation 
, contient- 0. 65M de. mannitol, lOmM de Tris/Maleate, 0 . 5mM EGTA, 
2mM MgC12, lOmM K2HPO,, Img/ml {16\M) d'albumine, pH 6'.8). 

.La cqncentration mitochondriale est de 0.. 15 mg/ml. En tant 
que substrat on , utilise NADH (3mM) car les mitochondries de 
Saccharomyces . .Cerevisiae sonf ^ capables d' oxyder du NADH 
d' origine externe. . 

Exemple 2 : Mesure de; I'activite de Id proteine UCP2 en 
presence; d'acideretLnoique tout trans. 

Les , experiences sont menees en faisant varier soit le pH, 
soit .la concentration en acide retinoique dans le milieu. Les 
.concentrations dfacide retinoique libre sont estimees a quelques 
-dizaines de nanomaires (d^terminees en fixant le rapport molaire 
acide , retinoique :,. albumins) . La concentration en albumine est 
0.1 mg/ml ,1.6uM.) dans le tampon de respiration et les pH testes 
sont respectiyement 6.8 ; 7 . r^• 7 . 3 ou 7.5. Les autres 
composa,nt,s du tampon sont identiques a ceux de 1' exemple 1, et 
aux memes concentrations . ' 

Exemple 3 : Resultats: • i 

Les resultats apparaisseht auk figures 2 a 5 qui indiquent, 
par la valeur du facteur de: stimulation de • la respiration, de 
combien la respiration , est .stimulee par reference a la valeur de 
base de la respiration, . . . ' . 

. ..On ot^serve que 1' activation " de UCP2 en presence d'acide 
retinoique, est. fortement influencee par le pH (Figures 2 et 4). 
II n'y a pas d' augmentation notable de I'activite de UCP2 a un 
pH de 6.8. Par contre, 1' augmentation est tres sensible a un pH 
de 7.3 qui - correspond au'' pH a I'interieiir des cellules 



2767058 



12 

(Figures 2a et 2b). La concentration en ' acide retinoique ne 
semb.le pas jouer un; role, essentiea . On ' observe simplement une 
legere augmentation de I'^activite de la pxoteine UCP2 lorsque la 
concentration en acide. retinoique augmente ' ( Figures 4a et 4b). 
Exemple 4 : Exemple icomparat i f . avec- -! ' acide p^lmitique , 
Les Figures Bb- et 5 - indiquent ■ ^ clal irem^nt que 1' acide 
palmitique n'a.pas d'effet sur' 1 ' act ivit'^= -de la 'proteine UCP2 . 
On note simplement'. une .legere augmentation avec 'le pH et avec 
1' augmentation de - la concentration - en - acide palmitique 
(Figure 5).- i - C ; ! . '■''■^■'r' ' 

Exemple 5 , Des . :ex;periences^ comparabies ont ete menees avec 
d'autres composes;. rOn- n^'.a donstate^^ ' aucune ^"activation de 
■ l/activite .de la prote.ine UCP2 en presence de retinoid d' acide 
arachidonique, d' acide abscissique/ ' d' acide' indole acetique ou 
d' acide saiicilique. . - • • 

Exemple 6 : Utilisation du modeie pour'" 1^ 'determination de 
i'activite de la proteine UGPl darts . les 'levur^s . 

La~. construction des vecteurs - d' eiXpressiori; des souches 
recombinantes .Saccharomyces Cerevdsaae', ^ -la- ■ preparation des 
mitochondries et. la-: mesure de I 'activit'e ' de - ia ' prot'eine UCPl 
sont decrites dans la , publication Aifechaga et 'al . de ja citee a 
I'exemple.l. En. paxticulier , 1 'ADNc icodant ' poUr la proteine UCPl 
entre le site interne Sad ( 110 /nucleotides avant le codon ATG) 
et le site ps.ti er^ee pendant ' . la procedure ' de clonage 
(Bouillaud F. et al. ( 1985) Proc . Natl . Acad. Sci, U.S.A. 82, 
445-448 et Bouillaud F. et . al . . ( 1 98 6 ) J. Biol* Chem. 261, 1487- 
1490)) est introduit -dans. , un vecteur pTZ 19 commercialise^ par 
Pharmacia. Le plasmide est ^linearise avec PstI, repare avec 
I'enzyme de Klenow ^ et ; auto-ligature 'en presence d' un exces de 
liens EcoRI (Appligene). ..On obtient un plasmide' ' ZIbiRI , d' ou 
I'ADNc. peut etre excise avec EcoRI. Get insert est ligature dans 
le , vecteur pSELECT - , (Promega ) L'ADNc de • la proteine UCPl, 
depourvu, de regions ^non . t.raduites . eh 5' ^et 3' , est obtenu par 
amplification eazymatique ^ .avec,. les - amorces suivantes, 
complementaires de 1/ADNc. : , 
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\ : 



amorce' 5' *: OL5 ( CGAGAA rr CATG GTGAGTTCGACAACTTC ) 
amorce 3' : OL6 ( CAAGAAT rcrA TGTGGTGCAGTCCACTGT ) 
Cette procedure a permis d' introduire deux sites EcoRI (en 
italiques) aussi pres qiie possible des codons ATG et tag 
(sbulignes)", Apres reparation avec 1' enzyme de Klenow, on coupe 
avec EcoRI et le produit d' amplification est introduit dans le 
vecteur pYeDP- 1/8-10. 

Cette etape finale de clonage donne lieu a deux plasmides 
ciifferehts : * 

■ . pYeDP-UCP+ dans ■ lequei ' on s' attend a ce que la sequence 
codante de UCP2 donne un ARNm' codant pour la proteine UCPl, et ; 

. pYeDP-UCP- dans iequel I'ADNc est en orientation contraire 
et dont on s'attenci a ce qu' il donne un ARM antisens. 

Les ' etapes ' suivantes de construction des souches 
recoTnbinantes, de preparation des mitochondries et de mesure de 
I'activite de UCPl sont decrites dans la publication Arechaga et 

• ' Exemple" 7 : Resultats sur i'activite de la proteine UCPl, 

Les resultats sont en partie reproduits aux Figures 2 et 3 
ainsi qu'a la Figure 6. 

Sur la Figure 2, il apparait que la proteine UCPl repond a 
I'acide retinoique a pH = 6.8 (Figure 2a), ce qui n' est pas le 
cas pour la proteine UCPl. 

La Figure 3a d^montre que la proteine UCPl repond a I'acide 
palmitique, qui n' est ' pas le cas pour la proteine UCP2. 

Enfin, la Figure' 6 montre que I'addition d'acide retinoique 
dans des * mitochondries de levure induit une baisse du potkntiel 
de membrane et une acceleration de la consommation d'oxygene, ce 
qui indique que I'activite observee est bien un phenomene de 
decouplage* (Figure 6b) . 

Get effet n'est pas observe sur les mitochondries depourvues 
de proteine UCP( Figure 6a j . 
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REVENDICATIONS 



; J. 



1. utilisation d' un compose de type retinoi<^e, .notamment I'acide 
retinoique pour la preparation un medicament capable de 
moduler in vivo I'activite deco^uplante de . proteines de 
decoupiage . 

If * \ ' . 

2. Utilisation d' un compose de type retinoide/ notamment I'acide 
retinoique pour la preparation . d'un medicament capable 
d' augmenter 1' activite decouplante de. la proteine . UCP2 . 

3. Utilisation selon 1' une quelcongue . des revendications 1 ou 2, 

' ! . ^ r > 

caracterisee en ce que ledit compose, de. type retinoide est 

• ' ' ' t. , . ' ■ ,' . . 

choisi parmi les acides. retinoiques et leurs derives . 

4. Utilisation selon la revendication 3, caracterisee en ce que 
lesdits acides retinoiques , sont choisi.s . parmi les acides 
retinoiques 9-cis et tout trans. 

,- , - ' , ' , t 

5. Utilisation de I'acide retinoique pour^ la preparation d'un 
medicament capable d' augmenter I'activite decouplante de la 
proteine UCP2. 

6. Utilisation d'un compose de type ret inoide , notamment I'acide 
retinoique, pour la preparation d'un medicament destine au 
traitement de pathologies associees a , une augmentation ou une 
diminution de I'activite decouplante de proteines de decoupiage. 

■ ■ ' ! ■ ■ ' . ■ ■ ■ : i ' 

7. Utilisation selon la revendication 6, caracterisee en ce que 
ledit medicament est destine au traitement de pathologies 
associees a une diminution de I'activite decouplante de la 
proteine UCP2 , 



8 . Utilisation selon la revendication 6 ou 1, caracterisee en ce 
que ledit medicament est destine au traitement de I'obesite. 



t 
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9. Utilisation selon I'line quelconque des revendications 6 a 8, 
caracterisee en' ce que ledit medicament 'est destine au 
traitement de d^sordres physiologiques ou maladies liees a 
I'obesite. 

10. Utilisation selon la revendication 7, caracterisee en ce que 
ledit medicament est destine notamment au traitement de maladies 
affectant I'etat metabolique general. 



11. Utilisation selon la revendication 10, caracterisee en ce 
que ladite maladie est choisie notamment parmi les differentes 
formes de diabete, 1' hyperinsulinemie, 1' intolerance au glucose, 
le syndrome X ou les maladies cardiovasculaires . 

12. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que 
ledit medicament est destine au traitement de pathologies 
affectant le metabolisme de I'oxygene ou de maladies du systeme 
de defense immunitaire. 

13. Utilisation d' un compose de type retinoide, notamment 
I'acide retinoique, pour la preparation d' un medicament destine 
aux traitements des pathologies associees a la regulation de la 
depense energetique . 

14. Utilisation d' un compose de type retinoide, notamment 
I'acide retinoique pour controler I'equilibre energique chez 
I'homme, 1' animal ou le vegetal. 



15, Utilisation selon I'une des revendications 6 a 14, 
caracterisee en ce que ledit compose de type retinoxde est 
choisi parmi les acides retinoiques et leurs derives. 

16. Utilisation selon la revendication 15, caracterisee en ce 
que lesdits acides retinoiques sont choisis parmi les acides 
retinoiques 9-cis et tout trans. 



2767058 



16 



17. Utilisation de I'.acide retinolque pour la preparation d' un 
medicament destine au traitement de I'obe.sit.e. 



t ■ ' 



1 ^ 
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